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Resumo  
 As doenças das artérias coronárias (CAD do inglês coronary artery disease), 
incluindo a sua forma aguda (o enfarte agudo do miocárdio), são uma das maiores 
causas de mortalidade e morbilidade a nível mundial. O avanço substancial na 
compreensão da base genética da aterosclerose aumentou a esperança de 
desenvolvimento de novas estratégias de prevenção e de terapias. Torna-se importante 
pois, para este desenvolvimento, a identificação do perfil genético de moléculas 
associadas a uma maior susceptibilidade a estas doenças. Actualmente, os 
polimorfismos nucleotídicos simples (SNPs do inglês single nucleotide polymorphism) 
são os marcadores de eleição na análise populacional com base em DNA nuclear. Já 
foram identificados SNPs que afectam a expressão ou que servem como marcadores 
para variantes funcionais dos produtos de genes de interesse nas doenças 
cardiovasculares, nomeadamente para a doença das artérias coronárias. Contudo a sua 
validade nem sempre foi confirmada. Assim sendo é objectivo deste trabalho verificar a 
existência de associação entre diversos SNPs e a ocorrência de CAD na população 
portuguesa, procurando constituir este estudo uma base metodológica sobre a temática. 
Na escolha dos SNPs (rs1048990, rs10757274, rs10757278, rs2383206 e rs2383207) 
teve-se em consideração a sua localização em locais no genoma que de certo modo 
poderão estar envolvidos no desenvolvimento da aterogénese e ruptura da placa de 
ateroma. Foi considerado um estudo caso/controlo em que se efectuou, para além da 
análise genética, a caracterização clínica dos indivíduos amostrados. De um modo geral, 
foram confirmadas as associações entre os factores de risco tradicionalmente 
estabelecidos e a ocorrência da doença das artérias coronárias. Relativamente à análise 
genética aplicada os resultados demonstram apenas que o SNP rs10757278 se encontra 
aparentemente associado à CAD. Estudos adicionais com este SNP e com amostras de 
maiores dimensões serão necessários para confirmar a sua associação a esta patologia.  
Espera-se que este trabalho contribua para revelar a importância dos estudos de 
associação genética no avanço da compreensão das doenças cardiovasculares 
permitindo a caracterização do perfil de risco para cada indivíduo, não só em membros 
de famílias com historial de doença, mas também na população em geral, como parte da 
rotina dos serviços de saúde.  
Palavras-chave: aterogénese, doença das artérias coronárias, factores de risco, 
polimorfismo nucleotídico simples, estudo caso-controlo.  
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Abstract  
 The coronary artery disease (CAD), including its acute form (the myocardial 
infarction - MI), is one of the leading causes of death worldwide. The substantial 
advance in understanding the genetic base for atherosclerosis increased the hope for 
development of new prevention strategies and therapies that now lies in the 
identification of genetic risk factors associated with the increased susceptibility to these 
diseases. Genome-wide single nucleotide polymorphism (SNP) association studies are a 
recently developed strategy that has proved to be effective in identifying genetic factors 
for common, complex disease traits, such coronary artery disease. Very recently, 
independent genome-wide SNP association studies identified several SNPs associated 
with CAD and MI although the validation of several of these has not been yet realized.  
Having this in consideration, this project aims  to determine if several  SNPs are 
associated with the occurrence of CAD in the Portuguese population, looking up to 
constitute a baseline methodology on the subject. 
The localization of the SNPs chosen (rs104899, rs10757274, rs10757278, rs2323206 
and rs2383207) was taken in consideration. These SNPs are located in areas that 
somehow seem to interfere with the development of atherogenesis and plaque rupture. 
A case-control was considered in witch, not only genetic analysis but also clinical 
characterization of the individuals studied was made. Generally, the associations 
between traditional risk factors and the occurrence of CAD were confirmed. Regarding 
the genetic analysis, results only reveal a potential relationship between SNP 
rs10757278 and the occurrence of CAD. Additional studies with bigger dimensions will 
be needed to confirm its association with this pathology. These genetic studies will 
allow, in the future, the characterization of risk profile for each individual, not only in 
members of families with previous history of the disease but also among the population 
in general has part of the routine of the health services. 
Keywords: atherogenesis, case-control studies, coronary artery disease, risk factors, 
single nucleotide polymorphism. 
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1. Abreviaturas  
 
 
ARF - ADP-ribosylation factor;  
BMI – Índice de massa corporal; Body mass índex; 
CAD – Doença das artérias coronárias; Coronary Artery Disease; 
CDKN2A - Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; 
CDKN2B - Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B; 
CVD - Doenças cardiovasculares; Cardiovascular diseases; 
DM2 - Diabetes mellitus tipo 2; Diabetes Mellitus Type 2; 
DNA - Ácido desoxirribonucleico; Deoxyribonucleic acid; 
ddNTP - Didesoxirribonucleosídeos trifosfatados; Dideoxy nucleoside triphosphates; 
HDL - Lipoproteínas de alta densidade; High-density lipoprotein; 
ICAM-1 – Molécula de adesão intercelular 1; Inter-Cellular Adhesion Molecule 1; 
LDL - Lipoproteínas de baixa densidade; Low-density lipoprotein; 
MCP-1 – Proteína quimiotáctica de monócitos -1; Monocyte chemotactic protein-1; 
MI – Enfarte do miocárdio; Myocardial infarction; 
NF-kB – Factor nuclear kB; NF-kappaB; 
NO- Óxido nítrico; Nitric oxide; 
PSMA6 –  Proteasome subunit alpha type-6 gene; 
p16
INK4a 
 - Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor A; 
p15
INK4b 
 - Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B; 
ROS – Espécies reactivas de oxigénio; Reactive oxygen species; 
SNP - Polimorfismo nucleotídico simples; Single nucleotide polymorphism; 
VCAM- 1 – Molécula vascular de adesão celular 1; Vascular cell adhesion protein 1; 
VSMC - Célula vascular muscular lisa; Vascular Smooth Muscle Cell; 
WHO - Organização Mundial de Saúde; World Health Organization; 
 
 
 
 
- 1 - 
 
I. Introdução 
 
1. A epidiologia as doenças cardiovasculares 
 
 
  No século passado, a maioria das populações, assistiu ao maior desenvolvimento 
dos cuidados da saúde Humana. A esperança média de vida aumentou de uma média 
global de 46 anos, em 1950, para 66 anos em 1998. Com o desenvolvimento industrial, 
as principais causas de morte e incapacidade nas sociedades mais avançadas, têm-se 
deslocado de uma predominância de deficiências nutricionais e doenças infecciosas, 
para doenças classificadas como crónicas degenerativas, tais como, as doenças 
cardiovasculares (cardiovascular diseases ou CVDs) (Yusuf et al., 2001). 
 As CVDs constituem um grupo de distúrbios do coração e dos vasos sanguíneos 
que incluem, no seu conjunto várias manifestações clínicas, como a doença coronária 
(doença das artérias que irrigam o coração, incluindo o enfarte agudo miocárdio) entre 
outros tipos de patologias. Apesar da doença cardíaca ser conhecida há séculos, tornou-
se comum nas primeiras décadas do século 20 em países mais desenvolvidos. 
 Actualmente, a epidemia já se espalhou por todo o mundo, nomeadamente com o 
surgimento de países com economias emergentes como são o caso da China e de alguns 
países da América do sul, nomeadamente o Brasil. 
 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (WHO) 88% dos casos de 
doenças cardiovasculares neste momento estão relacionados com as classes de menores 
recursos económicos. Estes valores estão associados ao contínuo aumento da esperança 
média de vida o que levou a que diversos factores de risco se tenham tornado mais 
comuns nas populações, tais como, as dietas com alto teor de gordura, a hiperlipidémia, 
a hipertensão, a diabetes e o sedentarismo, entre outros (Yusuf et al., 2001). Para além 
disso uma menor incidência nos esforços de prevenção, já existentes em países com um 
maior grau de desenvolvimento e, um menor acesso a serviços de saúde eficazes e 
correspondentes às suas necessidades levou à crescente ocorrência das CVD naquelas 
populações (Topol et al., 2009).  
 No entanto, têm surgido muitas evidências que indicam que a progressão da 
doença pode ser retardada ou mesmo invertida em muitos indivíduos, se melhorarem o 
seu estilo de vida e se lhes forem administrados determinados medicamentos (Topol et 
al., 2009). Os avanços no conhecimento do perfil genético de muitas moléculas 
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associadas à aterogénese, nomeadamente as intervenientes no metabolismo lipídico, 
levaram ao desenvolvimento de novas drogas que alteraram a história natural da 
progressão da doença e salvaram inúmeras vidas (Daley et al., 2001). 
 Embora a diminuição nas percentagens de morte por doenças cardiovasculares 
represente uma grande vitória para a medicina do século XX, a prevalência da doença 
ainda é elevada (Daley et al., 2001). Estima-se que, a nível mundial, as mortes por 
doença das artérias coronárias irão duplicar dos 13,1 milhões de 1990 para 24,8 milhões 
em 2020. Dada a importância desta doença como causa global de morte e de 
morbilidade, e as respectivas consequências sociais e económicas, a avaliação e a gestão 
dos seus riscos são fundamentais (Handler, 2005). 
 
2. O processo aterogénico 
 
 De todas as doenças do sistema cardiovascular a mais frequente é a insuficiência 
coronária nas suas formas crónica e/ou aguda cuja etiopatogenia acenta, 
fundamentalmente, na aterosclerose (Michaels et al, 2010). 
 A aterosclerose resulta do desenvolvimento de placas constituídas por diversos 
tipos de células, de lípidos e de fibras musculares existentes, principalmente, na camada 
íntima da parede arterial, causando endurecimento, espessamento e estreitamento das 
artérias, o que reduz o fluxo de sangue através dos vasos afectados e aumenta o risco de 
trombose (Francke et al., 2001). 
A aterogénese é um processo extremamente complexo e os mecanismos 
moleculares subjacentes a esta patologia não estão bem esclarecidos. No entanto, 
conhecem-se diversos factores que têm um papel importante no desenvolvimento das 
lesões ateroscleróticas, tais como, a disfunção endotelial, inflamação, o anormal 
metabolismo de lipoproteínas, homocisteínas, assim como os processos de coagulação e 
de fibrinólise disfuncionais (Roy et al., 2009). A figura 1 representa o desenvolvimento 
do processo aterogénico. 
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Figura 1 – Representação esquemática do desenvolvimento da placa de ateroma. Adaptado de 
http://herkules.oulu.fi/isbn9514269853/html/x1017.htm.  
 
 Para compreender melhor os processos que levam à ocorrência da doença 
cardiovascular e à formação de uma placa aterosclerótica é importante compreender a 
constituição das artérias.  
 Uma artéria saudável é constituída por três camadas histologicamente distintas. 
 A mais profunda, que está em contacto com o lúmen, é a túnica íntima, que 
compreende uma única camada de células endoteliais na proximidade da lâmina elástica 
interna.  A túnica média circunda a lâmina elástica interna, e sua composição varia 
consoante o tipo de artéria.  A túnica média dos vasos arteriais menores, as arteríolas, é 
composta por uma única camada de células vasculares musculares lisas (VSMCs do 
inglês vascular smooth muscle cell) (Topol et al., 2009). As artérias de pequeno porte 
têm uma estrutura semelhante, mas com uma camada de VSMCs mais espessa.  
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Figura 2 - Constituição histológica de uma artéria de grande calibre. Retirado de 
http://greenfield.fortunecity.com/rattler/46/artery1.jpg. 
 
 
 No extremo oposto do espectro estão as grandes artérias elásticas, denominadas 
desta forma devido à alta proporção de elastina que possuem na sua túnica média.  A 
túnica média de todas as artérias está inserida dentro de uma camada de tecido 
conjuntivo que contém nervos e vasos sanguíneos e que é conhecida como a túnica 
adventícia.  Em artérias normais, o diâmetro do lúmen do vaso pode ser alterado pela 
contracção e relaxamento das VSMCs medianas em resposta à variedade de sinais 
sistémicos libertados localmente (Topol et al., 2009). 
 
2.1. Disfunção endotelial 
 
 O endotélio tem um papel central na manutenção da saúde vascular através das 
suas propriedades anti-coagulantes e anti-inflamatórias (Topol et al., 2009). Esta 
camada celular desempenha um papel essencial na fisiologia arterial, uma vez que 
controla o tónus vascular, a coagulação sanguínea, a trombose e o estado quiescente das 
células musculares lisas bem como a adesão de leucócitos. Em condições fisiológicas 
normais o endotélio exibe uma baixa permeabilidade lipoproteica e possui mecanismos 
de controlo que lhe permitem manter uma superfície anticoagulante, no entanto, ao ser 
alvo de lesões, o endotélio perde estas funções, o que marca o início do processo 
aterogénico (Elahi et al, 2006). 
 De forma uma geral é sugerido que a disfunção endotelial é causada por diversos 
factores, incluindo processos inflamatórios como resultado de agentes infecciosos, de 
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tabagismo ou de elevados níveis de lipoproteínas, tais como as LDL (do inglês Low-
density lipoprotein) (Austin et al., 2004). No entanto pensa-se que o factor mais 
importante associado à disfunção das células endoteliais é o stress oxidativo, que resulta 
de um desequilíbrio entre a produção de espécies reactivas, que podem ser de oxigénio 
ou de azoto, e a sua respectiva neutralização (Delles et al, 2008). O excesso destas 
espécies reactivas, ou radicais livres, é um processo deletério que pode ser um 
importante mediador no dano de estruturas celulares, incluindo lípidos, proteínas e 
DNA.  
 Estes radicais livres podem ter origem endógena, derivados da respiração 
celular ao nível mitocondrial ou no citosol por vias enzimáticas, na activação 
fagocitária, ou origem exógena através de agentes ambientais ou xenobióticos (como 
iões metálicos) (Buonocore et al, 2010). 
 Outro aspecto importante na função endotelial é a funcionalidade da molécula 
de óxido nítrico (NO do inglês nitric oxide). Esta molécula para além de exercer uma 
acção importante no relaxamento vascular actua como um forte inibidor da agregação 
plaquetária nas células endoteliais. O NO tem também um papel importante na redução 
do recrutamento de células inflamatórias para a camada íntima através da anulação da 
expressão de genes envolvidos nesse processo, como por exemplo, os genes que 
codificam as ICAM-1 (do inglês intercellular adhesion molecule 1), as P-selectina e as 
MCP-1 (do inglês monocyte chemoattractant protein 1) (Topol et al., 2009).  
 O NO, como foi referido anteriormente, é também uma molécula anti-
inflamatória e, dependendo da sua concentração, pode ser um inibidor ou produtor de 
potenciais moléculas oxidantes destrutivas tais como o peroxinitrito (Topol et al., 
2009). 
 
 
2.2. Resposta inflamatória 
 
 Outra consequência da disfunção endotelial que ocorre no início da 
aterosclerose é a expressão de moléculas de adesão, incluindo a P-selectina, ICAM-1, 
VCAM-1 assim como as quimiocinas. Estas moléculas atraem e capturam células 
envolvidas na resposta inflamatória que circulam no sangue facilitando a sua migração 
para o espaço subendotelial (Topol et al., 2009).  
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 Sabe-se que nas fases iniciais do processo aterogénico, as células endoteliais 
lesadas começam a libertar quimiocinas. As quimiocinas são citocinas pró-inflamatórias 
que atraem nomeadamente monócitos e células T do sangue para os tecidos lesados, 
promovendo uma resposta imunológica não só inata como adaptativa (Karaali et al, 
2010). A subsequente adesão e migração dos leucócitos através da camada subendotelial 
dependem da expressão das moléculas de adesão como as ICAM-1 e VCAM-1. Uma 
vez presentes na camada íntima, os monócitos, sob a influência de citocinas 
diferenciam-se em macrófagos (Topol et al., 2009).  
 A aderência dos monócitos e dos linfócitos ao endotélio lesado é, assim, um 
dos primeiros eventos detectáveis na patogénese da aterosclerose (Roy et al, 2009). 
 As células envolvidas na inflamação desempenham um papel decisivo no 
resultado fenotípicos de uma lesão vascular. Apesar das células do sistema 
cardiovasculares não terem um carácter prolífico uma das respostas às lesões/agressões 
envolve a activação de genes envolvidos na regulação e diferenciação do crescimento 
celular. (Ramos et al., 2007) 
 
  
2.3. Acumulação de lípidos 
 
 Como já foi referido, a disfunção endotelial leva a um aumento da 
permeabilidade do endotélio às lipoproteínas plasmáticas. Estas lipoproteínas 
modificam-se no espaço subendotelial, fundamentalmente na forma de LDL oxidadas. 
A oxidação das LDL é originada pelas formas reactivas de oxigénio e de azoto que se 
geram na parede arterial devida principalmente à resposta inflamatória. (Elahi et al, 
2006). As lipoproteínas são então captadas pelos macrófagos existentes na camada 
íntima dando origem às denominadas células espumosas (Elahi et al, 2006). As células 
espumosas promovem a activação de uma série de respostas, nomeadamente o aumento 
da expressão de quimiocinas e citocinas, amplificando a inflamação da parede arterial. 
 Estas células podem, todavia, ser eliminadas pelos processos de depuração do 
organismo. No entanto, em indivíduos com níveis plasmáticos elevados de LDL, este 
processo está sobrecarregado tornando-se dificilmente reversível o que leva a uma 
maior acumulação lípidica nas paredes arteriais. (Austin et al., 2004).  
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2.4. Proliferação celular 
 
 As células vasculares musculares lisas presentes, normalmente, na camada 
média de uma artéria têm como principal função a regulação do tónus vascular. No 
entanto, durante o processo aterogénico, estas células são influenciadas pelas citocinas 
produzidas pelos macrófagos e pelas células endoteliais. Nestas circunstâncias, as 
VSMCs migram para a camada íntima e sofrem uma alteração fenotípica caracterizada 
pela redução do seu conteúdo contráctil e um aumento significativo no número de 
organelos sintéticos. Estas células produzem activamente proteínas da matriz 
extracelular, particularmente, glicosaminoglicanos, elastina e colagénio (Topol et al., 
2009). 
 
2.5. Formação da placa 
 
 A fase final do processo aterogénico consiste na progressiva acumulação dos 
vários elementos produzidos pelas VSMCs e pelas células espumosas, formando-se a 
placa de ateroma.  
 Com o tempo, a lesão progride e o núcleo da placa precoce torna-se necrótico 
contendo restos celulares, o colesterol cristalino e as células inflamatórias, 
particularmente as células espumosas macrofágicas. Este núcleo necrótico fica 
delimitado por uma cápsula endotelial fibrosa, constituída por VSMCs incorporados 
numa extensa matriz extracelular (Topol et al., 2009). A figura 3 apresenta um esquema 
de uma artéria danificada e a constituição da sua placa aterosclerótica.  
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Figura 3 - Constituição de uma placa aterosclerótica. 
http://bancadadirecta.blogspot.com/2008/10/temas-de-medicina-mecanismos-da.html 
  
 
2.6. Ruptura da placa 
 
 A constituição da placa pode variar em termos da percentagem de lípidos, tecido 
fibroso, necrótico e de depósitos de cálcio. Esta variação poderá torná-la mais ou menos 
vulnerável de sofrer rotura o que constitui o estádio de maior severidade na patologia, 
uma vez que poderá dar origem à formação de trombos que podem obstruir 
completamente o vaso já estreito. A isquémia resultante pode causar danos permanentes 
no tecido e se ocorrer em artérias vitais como as coronárias ou as artérias cerebrais pode 
até ser fatal ou conduzir a sequelas muito graves que põem em risco a qualidade de vida 
do indivíduo (Catena et al, 2003). 
 Suspeita-se que esta ruptura ocorra devido à degradação da parede do vaso pela 
acção de metaloproteinases ou por outras moléculas com acção proteolítica. (Austin et 
al., 2004).  
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3. A doença das artérias coronárias 
 
3.1. Patologia  
 
 Existem muitas formas de doenças cardiovasculares sendo que a doença das 
artérias coronárias é a que parece ter maior incidência na população humana (Wang et 
al., 2005). 
Trata-se de uma patologia multifactorial que envolve factores genéticos, metabólicos, 
fisiológicos e de hábitos de vida como, por exemplo, a dieta e o tabagismo. (Samani et 
al., 2007). Esta doença, tal como já foi referido nas descrição do processo aterogénico, 
caracteriza-se pela formação progressiva de placas de ateroma, na parede das artérias 
que irrigam o coração, diminuindo a elasticidade dos vasos sanguíneos e aumentando a 
espessura da parede vascular diminuindo consequentemente o espaço luminal.   
 O enfarte do miocárdio (MI) é uma manifestação prevalente e frequentemente 
fatal da doença cardíaca coronária.  O MI ocorre quando a trombose, induzida por uma 
rotura da placa aterosclerótica ou da sua erosão, oclui uma artéria coronária o que leva à 
necrose parcial do miocárdio. A complexidade do MI é evidenciada pelos vários tipos 
de células que estão envolvidos na formação de placas ateroscleróticas, tal como já foi 
anteriormente referido, e pelos múltiplos processos que podem afectar o risco de enfarte 
do miocárdio, tais como a inflamação, a calcificação da placa, a expansão da matriz 
extracelular, fenómenos de apoptose e de trombose (Shiffman et al., 2005). 
  
3.2. Factores de risco 
   
 A ocorrência de doenças complexas tais como a doença coronária, 
nomeadamente o enfarte isquémico resulta, provavelmente, da interacção entre 
múltiplos factores de risco endógenos, de base genética ou metabólica, com factores 
ambientais produzindo o fenótipo destas doenças. Aceder à estrutura poligénica 
envolvida é um grande desafio que requer análises simultâneas de diversos factores 
determinantes no desenvolvimento destas patologias (Shen et al, 2008). Por isto é 
extremamente importante conhecer o maior número possível de factores que podem 
influenciar a etiologia daquele tipo de doenças, de modo a obter uma melhor 
compreensão das mesmas. 
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 Hoje sabe-se que existem inúmeros factores que aumentam a predisposição para 
as doenças cardiovasculares. Os factores mais claramente identificados são o elevado 
nível de lípidos, pressão arterial elevada, tabagismo entre outros. Existem, no entanto, 
factores exógenos que parecem proteger ou diminuir as hipóteses de ter este tipo de 
complicações tais como, o exercício físico, consumo moderado de álcool, consumo de 
frutas, vegetais, peixe e gorduras alimentares com teores equilibrados em ácidos gordos 
insaturados (Handler, 2005). 
 Embora seja muitas vezes afirmado que 20-50% dos pacientes com CAD não 
possuam qualquer factor de risco convencional, estudos de grande envergadura amostral 
têm referido que 85-90% dos pacientes com CAD têm um ou mais dos factores 
tradicionalmente considerados de risco para este tipo de doença (Tousoulis et al., 2008). 
Seguidamente serão abordados alguns destes factores de risco. 
 
 
3.2.1. Colesterol das LDL e das HDL 
 
 As lipoproteínas são complexos lipoproteicos que transportam o colesterol e os 
triglicéridos no sangue. Possuem um núcleo lipídico constituído por triglicéridos e 
ésteres de colesterol, rodeado de fosfolípidos e apolipoproteínas. São classificadas de 
acordo com a sua densidade, como por exemplo, as lipoproteínas de baixa densidade 
(LDL) e de alta densidade (HDL do inglês High-density lipoprotein). 
Estes dois tipos de lipoproteínas têm influência no desenvolvimento da placa de 
ateroma. Sabe-se que a aterogénese, tal como já foi referido anteriormente é, produzida 
principalmente pelo colesterol das LDL (que corresponde a cerca de 70% do colesterol 
total no sangue humano) ao passo que o colesterol das HDL parece exercer um papel 
protector (Handler, 2005). 
Uma redução de 11% no colesterol total serológico está associada a um 
decréscimo de 23% de acidentes cardiovasculares. O abaixamento dos níveis de 
colesterol serológico trava a progressão natural das doenças das artérias coronárias e 
pode promover a regressão do ateroma (Handler, 2005). Especificamente, estimou-se 
que cada diminuição de 1% nas concentrações de LDL-colesterol reduz o risco de 
doença cardíaca coronária de ~1%, e cada 1% de aumento nas concentrações de HDL-
colesterol reduz o risco de doença cardíaca coronária por ~2% (Willer et al., 2008). O 
nível elevado de colesterol das HDL está associado a um baixo o risco de doenças 
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cardiovasculares. Estas lipoproteínas podem ajudar na remoção do colesterol dos 
tecidos periféricos transportando-o para o fígado efectuando o designado metabolismo 
do retorno de colesterol (Handler, 2005). 
 
3.2.2. Diabetes 
 
 Nas últimas décadas, a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem-se expandido 
rapidamente por todo o mundo.  Estima-se que o número de diabéticos vai mais que 
duplicar nos próximos 15 anos (Ceriello et al., 2004). 
 Esta doença está associada ao aumento de stress oxidativo derivado do excesso 
da geração de espécies reactivas de oxigénio, por acção da glicose, na parede vascular e 
por consequência a um possível aumento de LDL oxidadas e/ou glicadas (Ceriello et al., 
2004). 
 Sabe-se também que os indivíduos com esta patologia têm uma estabilidade 
endotelial debilitada que ocorre, principalmente, devido a uma produção fraca de NO 
(Topol et al., 2009). 
Os diabéticos têm uma elevada taxa de mortalidade durante e após um enfarte 
agudo do miocárdio, e portanto, devem ser sujeitos a uma avaliação rigorosa e completa 
dos factores de risco. A DM2 está de tal forma associada ao aumento da morbilidade e 
mortalidade por doença cardiovascular, que tem sido sugerido que a diabetes pode 
potenciar drasticamente aquele tipo de patologias (Ceriello et al., 2004).  
 
3.2.3 Pressão arterial 
 
 A pressão sanguínea sistémica é determinada pelo músculo cardíaco mas 
regulada por várias hormonas que actuam também na retenção ou excreção de água e 
sair minerais da corrente sanguínea. É sabido que a hipertensão constitui um factor de 
risco independente na aterosclerose sendo a angiotensina II a hormona que exerce uma 
acção mais potente ao nível da vasoconstrição, possuindo de uma forma geral, os 
pacientes hipertensos um aumento da concentração plasmática daquela hormona. Para 
além de causar hipertensão arterial a angiotensina II pode contribuir para a aterogénese 
mediante a estimulação da proliferação de células musculares lisas. Tem-se observado 
também que o sistema renina/angiotensina produz acções pro-inflamatórias na parede 
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vascular induzindo a produção de ROS, citocinas e de moléculas de adesão celular, 
sendo estes últimos efeitos em parte mediados pelo aumento de expressão de genes 
induzidos pelo NF-kB. Deste modo, a angiotensina II provoca o aumento da inflamação 
e a disfunção endotelial aumentando o processo aterogénico. (Brasier et al, 2002). 
 A hiperinsulinémia pode também aumentar a pressão arterial através da 
estimulação do sistema nervoso simpático, aumento da retenção de sódio, alteração do 
transporte catiónico, hipertrofia das células musculares lisas e estimulação do sistema 
renina/angiotensina (Catena et al, 2003). 
 
3.2.4. Consumo de álcool 
 
Em estudos epidemiológicos, o consumo moderado de álcool está 
consistentemente associado a um risco reduzido da ocorrência de doenças 
cardiovasculares, no entanto, o mecanismo subjacente a esta associação não é clara. 
Existem, no entanto, alguns mecanismos que parecem suportar esta associação, tais 
como, a regulação benéfica de lípidos e fibrinólise, diminuição de agregação plaquetária 
e de factores de coagulação, assim como, efeitos benéficos na função endotelial, 
inflamação e resistência à insulina (Costanzo et al, 2010).   
Alguns estudos sugerem que estes aparentes benefícios podem reflectir factores 
socioeconómicos ou estilo de vida relacionados com o consumo de álcool, ou podem ser 
devidos à composição das bebidas alcoólicas para além do etanol (Hines et al., 2001).  
 
3.2.5. Exercício físico 
 
A introdução do exercício físico no estilo de vida é uma componente importante 
e eficaz na prevenção primária e secundária das doenças das artérias coronárias. Os 
indivíduos sedentários parecem ter 1,6 vezes mais risco quando comparados com 
indivíduos muito activos. O exercício tem um efeito benéfico na tensão arterial e nas 
concentrações de lípidos do soro através da redução dos níveis de triglicéridos, tendo 
um efeito modesto na redução do colesterol do LDL e no aumento dos níveis do 
colesterol das HDL (Handler, 2005).  
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3.2.6. Consumo de tabaco 
 
 Apesar do papel carcinogénico do tabaco estar bem estabelecido, os mecanismos 
envolvidos na doença vascular são ainda desconhecidos. Uma possível causa será 
devida aos danos no DNA que conduzem à proliferação de células musculares lisas na 
parede íntima das artérias contribuindo assim para os processos aterotrombóticos. 
(Tamer et al., 2004).  
 O fumo de tabaco contém diversos químicos tóxicos, carcinogénicos e 
mutagénicos, assim como radicais livres de oxigénio instáveis, que causam degradação 
da molécula de NO (Valavanidis et al, 2009). Como já foi referido esta molécula tem 
um forte papel na função da camada endotelial, e a sua degradação, através destes 
agentes presentes no tabaco, pode aumentar a predisposição para o desenvolvimento da 
aterogénese (Topol et al., 2009). 
 
3.2.7. Historial familiar 
 
A CAD é uma doença complexa com uma forte componente genética na sua 
etiologia. As variantes genéticas que afectam os factores de risco tradicionais para esta 
patologia, tais como a hipertensão, a hipercolesterolemia e diabetes têm sido descritos 
por vários autores (Shiffman et al., 2005). 
A história familiar da doença constitui um factor de risco independente 
dos factores de risco tradicionais e é determinado em grande parte 
pela variabilidade genética (Ceriello et al., 2004). 
Assim, parentes de primeiro grau de pacientes com doença cardiovascular 
apresentam maior risco para adquirir estas patologias que a população em geral. Os 
estudos realizados com gémeos indicam que existe uma componente genética que 
conduz frequentemente à ocorrência em formas mais prematuras de CAD (Hurrel et al., 
2007). 
Portanto, os genes que um indivíduo herda, de um modo geral, predispõem-no 
em maior ou menor grau para a ocorrência de doenças cardiovasculares, mas são os 
factores ambientais (por exemplo, o tabagismo, o excessivo consumo de gordura e o 
sedentarismo) que ao interagirem com o genótipo do indivíduo determinam se este 
desenvolve ou não complicações do foro cardiovascular (Nordlie et al., 2005). 
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3.3. Perspectiva Genética 
 
Têm sido realizados diversos avanços na descoberta de genes que causam a 
doença ou que aumentam a susceptibilidade para a ocorrência de doenças 
cardiovasculares. Os genes susceptíveis são aqueles que aumentam ou diminuem o risco 
de desenvolvimento de uma doença (Wang et al, 2005). 
Têm sido utilizados, principalmente, dois tipos de abordagens para descobrir 
influências genéticas sobre as CVD: estudos de linkage e os estudos de associação caso-
controlo (Ceriello et al., 2004).  
Os estudos de linkage são um método gerador de hipóteses destinados a localizar 
as regiões cromossómicas que podem conter genes que influenciam determinadas 
características de uma doença.  Uma vez descobertas as regiões, os esforços 
desenvolvem-se no sentido de identificar os genes causadores dessas características. 
 Mapas genéticos são examinados, e os genes "candidatos" dentro das regiões de 
interesse são identificados com base no conhecimento prévio da sua respectiva função 
(Arnett, 2007). 
Estudos de associação de genes candidatos são projectados para comparar as 
frequências genotípicas entre os grupos de caso (patologia) e controlo. Uma vez 
havendo uma diferença estatística significativa nas frequências entre ambos os grupos 
poderão existir evidências de que um genótipo está associado com uma determinada 
característica da patologia (Arnett, 2007). 
A pesquisa de genes que influenciam, de modo geral, as doenças 
cardiovasculares por meio de estudos de linkage e de genes candidatos tem sido 
frequentemente bem sucedida. Dentro das descobertas realizadas destacam-se as 
associações entre variantes genéticas envolvidas na dislipidémia, como por exemplo, na 
apopoliproteína E e no receptor de LDL (Shiffman et al., 2005). 
Os estudos futuros irão assim aproveitar o crescimento exponencial dos recursos 
genómicos e métodos estatísticos avançados.  Algumas das inconsistências dos 
resultados observados em estudos de genética e genómica de doenças cardiovasculares é 
provável indicativo da heterogeneidade genética destas doenças (Arnett, 2007). 
Assim, embora o reconhecimento e controlo dos factores de risco adquiridos 
continuarem a ser cruciais para reduzir a carga global destas patologias, as estratégias 
que visam desvendar a base genética também são muito importantes pois podem ajudar 
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a detectar novas vias metabólicas envolvidas neste tipo de doenças e ajudar a 
desenvolver armas inovadoras de diagnóstico e terapêuticas (Franchini et al., 2008). 
 
 
4. Polimorfismos nucleotídicos simples 
Os estudos de associação utilizando uma larga escala de polimorfismos simples 
nucleotídicos (SNP) são uma estratégia recentemente desenvolvida que tem tido 
resultados bastante eficientes na identificação de factores genéticos de doenças como a 
diabetes, obesidade, doença coronária e o enfarte agudo do miocárdio (Shen et al., 
2008). 
Os SNPs podem ser definidos como quaisquer pares de bases únicos no DNA 
genómico que apresentem formas alternativas por substituição ou por inserção/delecção 
de um nucleótido, tendo o alelo menos frequente um frequência igual ou superior a 1% 
(Brokkes, 1999) 
Os SNPs são a classe mais comum de variação genética entre os indivíduos, 
representando cerca de 90% das diferenças nas sequências e com uma frequência total 
de cerca de uma por mil bases (Wang et al., 2001). 
As novas técnicas para a identificação em larga escala de SNPs na população 
humana resultaram numa expansão exponencial do seu número na base de dados NIH 
que, agora, contém aproximadamente 2,8 milhões de casos. Existem grandes esperanças 
de que o conhecimento do genótipo individual de cada indivíduo e dos seus SNPs irá 
fornecer uma base para avaliar a susceptibilidade às doenças e permitir uma melhor 
escolha de terapias (Wang et al., 2001). 
Um grande desafio para a realização dessas expectativas é o entendimento de 
como e quando as variantes causam doença. SNPs tanto em regiões codificantes como 
em regiões reguladoras são mais susceptíveis de afectar a função do gene. Os primeiros 
estudos sistemáticos de SNPs em conjuntos de genes humanos mostram que cada gene 
contém uma média de cerca de quatro SNPs em regiões codificantes, com uma 
frequência maior que cerca de 1% da população (Wang et al., 2001). 
Graças ao desenvolvimento tecnológico hoje é possível a análise de centenas de 
milhares de polimorfismos nucleotídicos simples em indivíduos afectados e não 
afectados para procurar associações significativas com a doença. Apesar de terem sido 
reportados diversos estudos associativos entre variantes de genes candidatos e as 
doenças coronárias, a reprodução posterior destes estudos falhou em quase todos os 
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casos. Em contraste, os estudos de associação genómica de larga escala providenciam 
um scan imparcial de variações na sequência genómica. Foi através deste método de 
análise que diversos grupos identificaram recentemente um locus no cromossoma 9p21 
associado com o despoletar precoce do enfarte do miocárdio (Rader et al., 2008). 
 
4.1. SNPs no cromossoma 9p21 
 
Muito recentemente foram descobertos quatro SNPs (rs10757274, rs2383206, 
rs2383207 e rs10757278) no cromossoma 9p21 que parecem estar associados à CAD e 
ao MI em diversas cohortes caucasianas (Shen et al, 2008).  
É cada vez mais reconhecido que são necessários estudos independentes de 
replicação para estabelecer, inequivocamente, uma associação genótipo/fenótipo válida 
em toda a diversidade de populações humanas. (Shen et al, 2008). Assim sendo é 
importante tentar determinar se estes quatro SNPs estão também associados à Doença 
Coronária na população portuguesa.  
Estes SNPs são um importante objecto de estudo por se encontrarem num local 
de genes não codificantes. Localizam-se dentro de um bloco em desequilíbrio de 
Linkage que contem a sequência codificante de dois genes supressores tumorais, o 
CDKN2A e o CDKN2B (Dehghan et al., 2008). Estes genes codificam para as proteínas 
p16
INK4a
, ARF e p15
INK4b 
que desempenham um papel crítico na regulação da 
proliferação celular, envelhecimento de células, senescência e apoptose em vários tipos 
celulares, parecendo, todos estes factores, terem relevância na patogenia da aterogénese 
(Helgadottir et al., 2007). Esta mesma região foi também recentemente associada ao 
aumento de susceptibilidade à diabetes do tipo II, provavelmente devido à proximidade 
de um gene que se sabe estar associado a essa doença. Este facto aumentou a 
possibilidade de existência de um mecanismo partilhado, e não singular, que causa tanto 
a doença coronária como a diabetes (Samani et al, 2007).  
A base fisiológica para a associação entre este SNPs e a CAD ainda não é 
conhecida. No entanto pensa-se que estes alelos podem aumentar o desenvolvimento da 
aterosclerose, promover a trombogénese e/ou aumentar a tendência para a ruptura das 
placas (McPherson et al., 2007) 
Existem diversos estudos sobre a influência destes quatro SNPs na ocorrência de 
CAD e de MI, no entanto, ainda pouco se sabe sobre a verdadeira natureza da sua 
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influência nestas patologias sendo por isso de extrema relevância a realização de novos 
ensaios.   
 
4.2. SNP no PSMA6  
 
O sistema ubiquitina-proteossoma, regulado pela acção do gene PSMA6, é 
extremamente importante na regulação da quantidade de proteínas envolvidas na 
apoptose, no ciclo celular, proliferação e diferenciação de células e ainda no processo 
inflamatório (Sjakste et al., 2006). 
Este sistema é a principal via para a degradação não-lisossomal de proteínas 
intracelulares em células eucarióticas e parece ter um papel importante na inflamação 
tanto na fase inicial como na progressão da aterosclerose (Barbieri et al., 2008). 
Como já foi referido, a inflamação é um processo muito importante na 
patogénese da doença coronária, contribuindo para a formação do ateroma e 
desenvolvimento rápido da lesão, podendo levar à ruptura da placa e trombose intra-
luminal.  
Interessantemente, uma das principais funções do proteossoma associado à 
inflamação é a degradação da proteína IkB, que inibe a activação do factor nuclear kB 
(NF-kB). Este é um factor de transcrição central que regula a expressão de genes 
relacionados com a inflamação, induzindo a transcrição de citocinas pró-inflamatórias e 
moléculas de adesão que desempenham um papel central na progressão da instabilidade 
da placa (Barbieri et al., 2008). 
Têm sido realizados diversos estudos para comprovar a ligação deste sistema à 
doença coronária e para identificar as alterações genéticas relacionadas com o sistema e 
que sejam um risco para a ocorrência da CAD. Diversos autores encontraram uma 
associação entre um SNP (rs1048990) no exão 1 do gene PSMA6 e o enfarte agudo do 
miocárdio. Nestes estudos examinaram-se as possibilidades de outras características 
poderem influenciar este efeito, tais como a idade, o sexo e outros factores de risco 
demonstrando-se que não existe relação entre o genótipo e estes factores, indicando que 
o SNP rs1048890 é um factor de risco independente (Ozaki et al, 2006).  
Outros estudos revelaram ainda uma associação entre este gene e a pressão 
diastólica sanguínea, risco de diabetes tipo II e um adelgaçamento da camada íntima das 
artérias, todos eles factores contribuintes para o desenvolvimento da aterogénese e 
rotura da placa (Barbieri et al., 2008). 
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Existe ainda muita controvérsia em relação a este SNP pois muitos dos estudos 
não conseguiram mostrar diferenças significativas entre os grupos caso e os controlo, 
desta forma será importante a realização de mais estudos com o intuito de comprovar a 
veracidade desta associação. 
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II. Objectivos do estudo 
 
 A crescente evidência da importância da pesquisa do perfil genético de 
moléculas associadas às doenças cardiovasculares despertou o interesse na realização de 
estudos de associação entre polimorfismos simples nos genes e um maior risco de 
ocorrência daquelas doenças.  
 Estudos realizados em variadas populações têm tido diversos resultados, não 
havendo coerência no potencial efeito dos polimorfismos na alteração de 
susceptibilidade à ocorrência de CAD.  
 Assim sendo é objectivo deste estudo verificar a existência de associação entre 
diversos polimorfismos nucleotídicos simples (SNPs) e o risco de ocorrência da Doença 
das Artérias Coronárias na população portuguesa, pretendendo o presente trabalho 
apenas constituir um estudo piloto sobre esta temática. 
 Para a escolha dos SNPs em estudo foi analisada bibliografia reportada sobre o 
assunto sendo escolhidos os seguintes SNPs: 
 - rs10757274, rs2383206, rs2383207 e rs10757278, presentes no cromossoma 
9p21. Estes polimorfismos encontram-se numa zona não codificante mas próxima de 
genes relacionados com a regulação da proliferação celular, envelhecimento, 
senescência e apoptose em vários tipos celulares, todos estes processos importantes no 
desenvolvimento da aterogénese e ruptura da placa de ateroma.  
 - rs1048990, localizado no cromossoma 14q13, mais precisamente, no exão 1 do 
gene PSMA6. Este gene codifica a subunidade alfa tipo 6 do sistema proteico 
constituinte do proteossoma. Este sistema tem um papel importante na regulação da 
abundância de proteínas envolvidas na apoptose, no ciclo celular, proliferação e 
diferenciação de células e, também, no processo inflamatório, que possui uma função 
chave, tal como já foi referido, em todos os passos envolvidos na aterogénese.  
 Os factores de risco tradicionalmente aceites como associados à CAD também 
foram considerados a fim de melhor caracterizar e diferenciar os grupos de estudo e 
controlo. 
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III. Materiais e métodos 
 
1. Grupos de estudo 
 
 Entre Maio de 2009 e Agosto de 2009 foram recolhidas amostras sanguíneas de 
40 pacientes do Serviço de Cardiologia do Hospital Pulido Valente, em Lisboa com 
idades compreendidas entre os 48 e os 74 anos. Entre estes pacientes, 34 foram 
diagnosticados com doença das artérias coronárias, com vários graus de severidade em 
termos da obstrução dos referidos vasos, constituindo assim o grupo de patologia 
(CAD) deste estudo. Os restantes 6 indivíduos, após a realização de um cateterismo, 
verificou-se que não tinham doença coronária, sendo considerados válidos para o grupo 
controlo. 
 A este grupo controlo juntaram-se amostras sanguíneas de 15 indivíduos, sem 
qualquer tipo de complicação cardiovascular, gentilmente cedidas pela Professora 
Deodália Dias, provenientes do processo de amostragem efectuado pelo grupo de estudo 
de doenças cardiovasculares (ITN, FCUL e Hospital de Santa Marta) liderado pela Dr.ª 
Teresa Pinheiro.  
 O critério de exclusão para este estudo, tanto para pacientes como para o grupo 
controlo residiu no facto de possuírem idade superior a 75 anos e em particular, para o 
grupo controlo, a presença de algum tipo de complicação cardiovascular.  
 Toda a informação semiológica que se considerou relevante, como sexo, idade, 
peso, altura, diabetes, pressão arterial, colesterolémia e hábitos tabágicos, entre outros, 
foram recolhidos junto dos indivíduos pela realização de um inquérito (ver anexo 1). Os 
participantes assinaram uma declaração de consentimento (anexo 2) que permitiu a 
recolha de dados de determinados valores bioquímicos assim como uma análise aos 
genes hipoteticamente implicados. 
 Tentou-se recolher um maior número de amostras possível, assim como obter 
uma maior uniformidade do género (Quadro 1). 
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Quadro 1. Número de indivíduos por sexo e por grupo de estudo 
 
Grupo Controlos  Grupo CAD Total 
Homens 12 22 34 
Mulheres 9 12 21 
Total 21 34 55 
. 
2. Metodologia 
 
2.1. Recolha de sangue e ensaios laboratoriais 
 
 As amostras de sangue foram recolhidas da artéria femural de todos os 
pacientes, antes da realização de um cateterismo às artérias coronárias. 
 As amostras foram recolhidas para tubos de colheita de sangue com EDTA e 
conservadas a 4ºC até à extracção do DNA. Todos os valores de colesterol total foram 
retirados das últimas análises realizadas pelos pacientes antes da sua participação no 
estudo. Os valores da pressão arterial foram medidos antes da realização do cateterismo. 
 Todos os procedimentos experimentais que se seguem foram realizados no 
Laboratório de Fisiologia e metabolismo e no Laboratório de Biologia Evolutiva e 
Genética, do Departamento de Biologia Animal da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa. 
 
2.2. Extracção de DNA 
 
 O DNA genómico de cada indivíduo foi extraído a partir dos linfócitos 
presentes nas amostras sanguíneas (cerca de 200µl) utilizando o JetQuick Blood and 
Cell DNA purification Kit da Genomed (Lohne, Germany), de acordo com seguinte 
protocolo: 
1.) Pipetou-se, para um Eppendorf de 1,5 ml, 200µl de sangue total. 
2.) Adicionou-se 20µl de protease Genomed (20mg/ml) e 200µl de Buffer K1 à 
mistura. Inverteu-se o tubo de reacção de modo a misturar todos os 
componentes.  
3.) Incubou-se durante 10min a 58ºC. 
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4.) Adicionou-se 200µl de etanol absoluto. Misturou-se minuciosamente. 
5.) Juntou-se uma coluna micro-spin Jetquick com um tubo receptor de 2ml. 
Aplicou-se a mistura na coluna e centrifugou-se durante 1 minuto a 10000 x g. 
6.) Descartou-se o sobrenadante.  
7.) Juntou-se, novamente, a coluna com o tubo receptor e aplicou-se 500µl de 
Buffer KX. Centrifugou-se durante 1 minuto a 10000 x g.  
8.) Descartou-se o sobrenadante, juntou-se a coluna com o tubo receptor e aplicou-
se 500µl de Buffer K2. Centrifugou-se durante 1 minuto a 10000 x g.  
9.) Descartou-se o sobrenadante, juntou-se uma última vez a coluna e o tubo 
receptor. Centrifugou-se o tubo vazio durante 1 minuto a 10000 x g. 
10.) Inseriu-se a coluna micro-spin Jetquick num novo tubo de reacção de 1,5ml. 
Eluiu-se o DNA da membrana com 200µl de 10mM Tris-HCL Buffer (pH 8,5), 
pré-aquecido a 70ºC. 
11.) Incubou-se a coluna durante 2 minutos à temperatura ambiente.  
12.) Centrifugou-se durante 2 minutos a 10000 x g obtendo-se o DNA puro. 
 
2.3.  Seleccção de SNPs 
 
 A selecção de SNPs foi efectuada por consulta de diversos estudos publicados 
anteriormente. Foram então analisados cinco SNPs: rs10757274, rs2383206, rs2383207 
e rs10757278, no cromossoma 9p21 (Shen et al, 2008) e rs1048990 no exão 1 do gene 
PSMA6 do cromossoma 14q13 (Ozaki et al, 2006). As posições dos referidos SNPs são 
apresentadas, respectivamente, nas figuras 4 e 5. 
 
 
Figura 4 – Esquema representativo da posição do SNP 10498990 no cromossoma 14 (14q13), 
posição 5,102. Adaptado de: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5687#geneGenomic regions, 
transcripts, and products 
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Figura 5 – Esquema representativo da localização dos 4 SNPs no cromossoma 9p21. Adaptado 
de Schunkert et al. 2008. 
 
 
2.4. Construção dos primers 
 Com base nas sequências do cromossoma 9p21 e do exão 1 do gene PSMA6 do 
cromossoma 14q13 foram construídos primers foward e reverse de modo a amplificar 
os fragmentos que contêm os SNPs desejados (Quadro 2). O programa utilizado para a 
construção dos primers foi o FastPCR (PCR TEAM, Ruslan Kalendar). Para a obtenção 
do fragmento para os SNPs rs2383206 e rs2383207 construiu-se apenas um par de 
primers (foward e reverse) pois os SNPs encontram-se à distância de apenas 5 pares de 
bases, podendo-se amplificar apenas um fragmento que contenha os dois 
polimorfismos.  
 A produção de todos os primers foi encomendada à empresa STAB VIDA 
(Oerias, Portugal). 
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Quadro 2. Primers utilizados no estudo 
Primer Sentido da amplificação  Sequência 5'-3' Tamanho do fragmento gerado (bp) 
1048990F Forward tgaaagcgccacgacccaag 20 
1048990R Reverse ggtaatgtggcggtcaaaac 20 
2383206F Forward tcctgctttcaagagccatgtc 22 
2383206R Reverse cagcctaactttaagccaccaa 22 
10757274F Forward cttgttgaattgatcccttacc 22 
10757274R Reverse ttctgcctcactctccagttcca 23 
10757278F Forward acaatcccacattttaagggca 22 
10757278R Reverse gctgttcccaagtagccaggacta 24 
 
2.5.  Amplificação dos fragmentos 
 
 Os fragmentos de DNA foram amplificados por reacção de polimerização em 
cadeia (PCR do inglês Polymerase chain reaction) utilizando os primers respectivos 
para cada região (figura 6).  
 
 
Figura 6 – Representação de reacção de polimerização em cadeia (PCR). 
http://universe-review.ca/R11-16-DNAsequencing.htm 
 
 No quadro 3 estão indicados os valores de cada componente utilizados para a 
realização dos PCRs.  
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Quadro 3– Valores dos componentes utilizados em cada PCR. 
Valores (µl) 10488990 10757274 10757278 2323206/07 
ddH2O 5,42 3,2 5,42 9,4 
Mgfbuffer 2,5 2,5 2,5 5 
MgCl2 1,25 1,25 1,25 2,5 
BSA 1,25 1,25 1,25 2,5 
DNTP's 0,5 0,5 0,5 1 
Primer 1 0,5 0,6 0,5 1 
Primer 2 0,5 0,6 0,5 1 
Taq 0,08 0,1 0,08 0,6 
Total mix 12 10 12 23 
DNA +0,5 +2,5 +0,5 +2 
Total 
utilizado 12,5 12,5 12,5 25 
 
 Os valores dos componentes utilizados resultam de um processo de optimização 
de PCR. As melhores amplificações de fragmentos surgiram utilizando-se 12,5 µl da 
mix dos componentes para os SNPs rs1048990, rs10757274 e rs10757278. No caso dos 
SNPs rs2383206 e rs2383207 obtiveram-se os melhores resultados com PCRs de 25 µl. 
 A enzima polimerase de DNA utilizada foi a GoTaq Flexi, da Promega (Madison, 
USA). 
 
 A reacção de amplificação foi realizada num termociclador PCR System 2700, da 
Applied Biosystems (Foster City, USA). Foram realizados os seguintes ciclos térmicos: 
 Para o SNP rs1048990: um período inicial de desnaturação de 7 minutos a 94º, 
seguido de um ciclo de 35 repetições de 40 segundos a 94º, 40 segundos a 60º e 
40 segundos a 72º, e finalmente um período de extensão de 7 minutos a 72º. 
 Para o SNP rs 10757274: um período inicial de desnaturação de 7 minutos a 94º, 
seguido de um ciclo de 40 repetições de 40 segundos a 94º, 40 segundos a 58,8º 
e 40 segundos a 72º, e finalmente um período de extensão de 7 minutos a 72º. 
 Para o SNP rs 10757278: um período inicial de desnaturação de 7 minutos a 94º, 
seguido de um ciclo de 40 repetições de 40 segundos a 94º, 40 segundos a 59,6º 
e 40 segundos a 72º, e finalmente um período de extensão de 7 minutos a 72º. 
 Para os SNPs rs 2323206 e 2323207: um período inicial de desnaturação de 40 
minutos a 94º, seguido de um ciclo de 40 repetições de 40 segundos a 94º, 40 
segundos a 58º e 40 segundos a 72º, e finalmente um período de extensão de 7 
minutos a 72º. 
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 Confirmaram-se os resultados das amplificações por electroforese em gel de 
agarose corado com Redsafe (20.000x). As bandas dos géis foram visualizadas e 
fotografadas por exposição à luz ultravioleta, sendo o tamanho destas calculado por 
comparação com um marcador molecular (Gene Ruler da Fermentas). A figura 7 
apresenta um dos resultados obtidos.  
 
 
Figura 7- Fotografia de uma electroforese para os SNPs rs1048990 (cerca de 330pb), 
rs10757278 (cerca de 460pb) e rs2383206 (cerca de 385pb). 
 
2.6. Genotipagem de SNPs 
 
 Antes de proceder à sequenciação é necessária a purificação dos produtos de 
PCR. Esta purificação foi realizada recorrendo ao kit SureClean da Bioline (Tauton, 
USA) e de acordo com o protocolo do fabricante. De seguida procedeu-se à reacção de 
sequenciação utilizando as quantidades de reagentes que se encontram descritos no 
quadro 4. 
 A primeira fase do ciclo de sequenciação é a ligação do primer complementar à 
cadeia molde DNA. Esta ligação origina uma extremidade 3’ livre a que se vai ligar 
uma polimerase, iniciando, assim, o processo de síntese. Este processo prolonga-se, ou 
seja, vão sendo adicionados nucleótidos a esta sequência, até que o nucleótido 
incorporado seja um di-desoxiribonucleótidos (ddNTPs do inglês Dideoxy nucleoside 
triphosphates). Os ddNTPs não possuem uma extremidade –OH não permitindo, desta 
forma, a continuidade da respectiva síntese. Cada um dos nucleótidos (ddATP, ddCTP, 
ddTTP e ddGTP) está marcado com um fluorocromo que emite uma fluorescência de 
cor diferente quando exposto à radiação laser (Alberts et al., 2002).  
  
rs1048990 rs10757278 rs2383206 Ladder 
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Quadro 4 – Quantidades dos reagentes utilizados para reacção de sequenciação 
Reagentes  Quantidades (µl) 
ddH20 2 
2.5 Buffer 4 
Big Dye 0,8 
Primer 5µm 0,2 
DNA 3 
  
 Para estas reacções utilizou-se um Cycle Sequencing Kit, da Applied Biosystems 
contendo a BigDye terminator 3.1 e um Buffer (5x).  
 O ciclo foi realizado no mesmo termociclador, PCR System 2700, da Applied 
Biosystems (Foster City, USA), com os seguintes passos: 1 minuto a 96º, seguido de um 
ciclo de 25 repetições de 10 segundos a 96º, 5 segundos a 50º e 4 minutos a 60º.   
 Após a reacção de sequenciação realizou-se a purificação dos seus produtos 
através do seguinte protocolo: 
1. Para cada reacção colocar um tubo de 1,5ml com 1µl 3M acetato de sódio (ph 4,6) e 
25µl etanol absoluto.  
2. Transferir todo o conteúdo da reacção de sequenciação (10µl) para o tubo de 1,5ml, 
vortexar e colocar em gelo durante 30 minutos.  
3. Centrifugar a 13,4 rpm durante 25 minutos.  
4. Verter os conteúdos dos tubos para toalhas de papel e colocar 300µl de etanol a 
70%. Centrifugar durante 15 minutos. 
5. Verter o conteúdo dos tubos para uma garrafa de efluentes e voltar a colocar 300µl 
de etanol a 70%. Centrifugar durante 15 minutos.  
6. Verter o conteúdo dos tubos e deixar secar com a tampa aberta, num local protegido 
da luz, durante algumas horas.  
 
 Por fim, as amostras foram corridas num sequenciador automático ABI310, da 
Applied Biosystems para a realização da electroforese capilar. Para a colocação das 
amostras no sequenciador utilizou-se o seguinte protocolo: 
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1. Adicionou-se 16 µl de formamida Hi-Di (Applied Biosystem) a cada tubo e 
incubou-se durante 10 minutos. De seguida agitou-se num vortex e realizou-se 
um Spin down. 
2. Transferiu-se o conteúdo dos tubos para as strips do sequenciador.  
3. Desnaturou-se no termociclador durante 3 minutos a 95º e 1 minuto a 4º. 
4. Colocou-se as amostras no sequenciador. 
  
 A emissão de fluorescência de cada base é registada e convertida em 
electroferogramas através do programa Sequencing Analysis sofware 5.2 (Applied 
Biosystem), onde a cor de cada pico de fluorescência corresponde ao ddNTP 
incorporado (Alberts et al., 2002).  
 
 Para a análise comparativa dos resultados da sequenciação assim como para a 
obtenção das alterações polimórficas utilizou-se o programa Sequencer 4.05 (1999) da 
Gene Codes Corporation.  
 
2.7.  Análise estatística 
 
As frequências alélicas de cada SNP foram testadas em relação à conformidade 
com o equilíbrio de Hardy-Weinberg, no sentido de se avaliar a qualidade da 
amostragem, recorrendo ao teste de Fisher. 
 A fim de se comparar se as variáveis contínuas idade e índice de massa corporal 
(BMI do inglês body mass index), dos dois grupos, são modelados por uma distribuição 
normal procedeu-se ao teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a análise da homogeneidade 
procedeu-se ao teste de Levene. Finalmente foi realizado o teste de T, um teste 
comparativo de médias de duas variáveis independentes. Para a análise de possíveis 
associações entre as variáveis categóricas e a ocorrência de doença das artérias 
coronárias procedeu-se à análise estatística recorrendo ao teste exacto de Fisher. 
 Foram realizados estudos de independência entre cada SNP e a ocorrência de 
CAD utilizando, também, o teste exacto de Fisher. A escolha deste teste deve-se ao 
facto de existirem poucos dados para análise e existir, ainda, ausência de determinados 
genótipos.  
 Todos os cálculos estatísticos foram efectuados no programa SPSS versão 17.0 
(SPSS Inc., Chicago, USA). 
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IV. Apresentação de resultados 
 
1. Caracterização clínica da amostra 
 Para a definição da amostragem foram tidas em conta informações semiológicas 
que se consideraram relevantes (anexo 3 e 4). No quadro 5 apresentam-se as médias 
correspondentes aos parâmetros idade, peso, altura e índice de massa corporal. 
 
Quadro 5 – Valores de médias e, respectivos desvios padrão, correspondentes aos factores: 
idade, peso, altura e BMI (consideram-se indivíduos com excesso de peso os que apresentam 
valores de BMI > 25 kg/m
2 
e indivíduos obesos os que apresentam valores de BMI > 30 kg/m
2
 ). 
Médias Patologia Controlo 
Idade 62,58 (±6,72 ) 56,84615 (±10,54) 
Peso (kg) 74,5 (± 13,5) 77,4 (±14,05) 
Altura (m) 1,6 (±0,09) 1,7 (0,09) 
BMI (kg/m2) 28,3 (± 4,51) 28 (±3,86) 
 
 
 Na figura 8 apresenta-se informação detalhada sobre as características 
específicas do grupo patologia (denominado CAD) e do grupo controlo. 
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Figura 8 – Informações de semiologia clínica dos grupos de estudo. A) Género; B) Pressão 
arterial (consideram-se hipertensos aqueles indivíduos que possuem uma pressão sistólica de 
≥140mmHg e uma pressão diastólica de ≥90mmHg ou que lhes é administrado um 
medicamento para a normalização daquele parâmetro); C) Colesterol Plasmático total 
(consideram-se hipercolesterolémicos os indivíduos que possuem o colesterol plasmático 
≥190mg/dl ou que lhes é administrado um medicamento para a normalização daquele 
parâmetro); D) Diabetes (consideram-se indivíduos diabéticos aqueles que possuem uma 
glicémia em jejum >110mg/dl ou que lhes é administrado um medicamento para a normalização 
daquele parâmetro).  
 
 Verificou-se que existe semelhança na distribuição do género no grupo controlo 
e no grupo de patologia, sendo que ambos têm uma predominância do sexo masculino 
em relação ao feminino. 
 Pode-se verificar que o grupo de patologia possui uma forte predominância de 
hipertensos e de hipercolesterolémicos, tendo percentagens de 85% para ambos os 
factores de risco. 
  No que diz respeito ao factor de risco diabetes, o grupo controlo apresenta uma 
percentagem de 85% de não diabéticos, enquanto que no grupo de patologia existe, 
sensivelmente, igual proporção entre diabéticos e não diabéticos. 
 Por último, após realização do inquérito, verificou-se que existiam poucos 
indivíduos fumadores (figura 9). 
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Figura 9 – Informações sobre hábitos tabágicos no grupo patologia e no grupo 
controlo em termos percentuais. 
 
 Apenas 9% dos indivíduos, pertencentes ao grupo de patologia, indicaram que 
eram fumadores. No entanto, 47% dos indivíduos deste grupo afirmou que já tinham 
fumado num período extenso da sua vida. Em relação ao grupo controlo 23% dos 
indivíduos tinham um passado tabagista. 
 
2. Genotipagem de SNPs 
 
 Após a genotipagem por sequenciação automática e obtenção dos 
electroferogramas (fig. 10) para os indivíduos analisados foi verificada a frequência de 
cada genótipo nos grupos caso e controlo.    
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Figura 10 – Exemplo de um electroferograma obtido por genotipagem de três indivíduos 
diferentes: A, B e C. O indivíduo A é homozigótico para o alelo A do SNP rs10757274, o 
indivíduo B é heterozigótico para este SNP e o indivíduo C é homozigótico para o alelo G 
. 
 
 A visualização dos resultados da genotipagem dos SNPs for realizada através de 
electroferogramas que registam os picos de fluorescência lidos pelo sequenciador. A 
posição relativa do pico correspondente ao conjunto primer/ddNTP marcado indica o 
locus do SNP, enquanto que a cor do pico especifica o genótipo (Azul =C, Preto =G, 
Verde=A e Vermelho= T). Como alguns dos primers utilizados amplificam o DNA no 
sentido reverse, as cores desses picos vão corresponder à base complementar.  
 Nos indivíduos homozigóticos para um determinado SNP, todos os terminadores 
que se ligaram aos primers específicos possuíam o mesmo fluorocromo, produzindo um 
único pico para esse locus no electroferograma. Nos indivíduos heterozigóticos para um 
determinado SNP, ligaram-se diferentes ddNTPs, cada qual com um fluorocromo 
diferente, aos primers específicos, produzindo dois picos de cores diferentes no mesmo 
SNP.  
 Infelizmente não foi possível obter informação alélica para todos os indivíduos 
analisados. Diversos resultados apresentaram variados picos para cada alelo, não se 
conseguindo distinguir, mesmo após repetição, o genótipo desses indivíduos. O quadro 
6 indica o número de indivíduos para os quais se obteve informação alélica.  
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Quadro 6 – Número de amostras sobre a qual se obteve informação alélica no total de amostras 
analisadas. 
 
Nº de amostras 
analisadas 
Nº de amostras 
determinadas 
SNP CAD Controlo CAD Controlo 
1048990 
34 13 
25 9 
10757274 18 7 
10757278 19 9 
2383206 23 10 
2383207 23 10 
 
 Foi possível constatar que o SNP rs2323207 não apresenta variação alélica em 
nenhum indivíduo, tanto no grupo CAD como no grupo controlo (quadro 7), pelo que 
não foi considerada a sua análise. 
 
Quadro 7– Nº de indivíduos portador de cada um dos genótipos no SNP rs2323297 
 
  SNP2383207 
 
GG GA AA 
CAD 23 0 0 
Controlo 10 0 0 
 
No que diz respeito aos restantes quatro SNPs a sua frequência de genótipos é 
apresentada na figura 11. 
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Figura 11- Frequências de genótipos para os SNPs rs1048990 (A), rs10757274 (B), 
rs10757278 (C) e rs2383206 (D). 
 
 Pela análise da sequenciação do SNP rs1048990 demonstra-se que a frequência 
do genótipo CC, no grupo de patologia, é superior em 52% à frequência de GC. 
Verifica-se que o genótipo GG não tem ocorrência em nenhum dos grupos de estudo.  
 Em relação ao SNP rs10757274, no grupo controlo a frequência de GA é de 86% 
comparativamente à frequência de AA que é de 14%. Mais uma vez o grupo GG não 
ocorre no grupo controlo.  
 No SNP rs10757278 a percentagem de GA no grupo patologia é muito reduzida 
comparativamente a 57% de GG. No grupo controlo existe uma predominância de AA 
em relação ao genótipo GA, havendo uma percentagem nula de GG.  
 Finalmente, no SNP rs2323206 verifica-se que a percentagem de AA é de 
apenas 4% no grupo patologia para 57% de GA e 39% de GG. 
  
3. Relação entre as características semiológicas da amostra e a doença das 
artérias coronárias 
 
 Através da análise às variáveis contínuas foi possível verificar, após o teste de 
Kolmogorov-Smirnov, que têm distribuição normal (valores de p>0,05). Observou-se 
ainda que a variável idade, após análise do teste de Levene, é heterocedástica (p<0,05) 
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enquanto que a variável BMI se encontra em homocedasticidade, ou seja, as variâncias 
entre o grupo controlo e o grupo de patologia são semelhantes (p>0,05). Assim sendo é 
possível a realização do teste de T de Student que permite a comparação da idade e do 
BMI entre os dois grupos de estudo. Os valores de p obtidos através deste teste, para 
ambas as variáveis, foram superiores a 0,05 (quadro 8), rejeitando-se a hipótese de 
diferença dos valores médios entre os grupos. Assim podemos afirmar que as idades e 
índices de massa corporal nos dois grupos são semelhantes. 
 
Quadro 8 - Valores de significância obtidos pelo teste T de Student às variáveis contínuas. 
Teste T valor p 
Média das Idades 0,087 
Média de BMI 0,656 
  
 Em relação às variáveis categóricas, os testes de independência revelaram a 
existência de possíveis associações entre os factores de risco hipertensão arterial e 
hipercolesterolémia e a ocorrência de CAD. Os resultados estão indicados no quadro 9. 
O nível de significância considerado foi de p<0,05.  
 
Quadro 9  – Valores de significância para as interacções entre variáveis categóricas e ocorrência 
de CAD, obtidas pelo teste Fisher. 
Variáveis analisadas valor de p 
Ocorrência de CAD - Género 1 
Ocorrência de CAD - Diabetes 0,168 
Ocorrência de CAD - Hipertensão 0,003 
Ocorrência de CAD - Tabagismo 0,182 
Ocorrência de CAD - Hipercolesterolémia 0,049 
 
 Às variáveis que apresentaram valores significativos foi realizada uma análise 
das suas medidas de associação. Os resultados demonstraram que existe, de facto, uma 
diferença significativa entre os grupos caso e controlo em relação a estas características 
clínicas. 
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4. Associação genética entre SNPs e a doença das artérias coronárias 
 
 As frequências alélicas dos SNPs rs2383206, rs10757274 e rs1048990, para o 
conjunto de indivíduos do estudo, encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Em 
contraste, o SNP rs10757278 apresenta desvio ao referido equilíbrio por defeito de 
heterozigóticos. Rejeita-se, assim, a hipótese nula de que estes indivíduos amostrados, 
para o SNP rs10757278, se encontram em equilíbrio. 
 Ainda com base na frequência de genótipos registados para cada SNP e 
recorrendo ao teste estatístico adequado (teste de Fisher) verificou-se uma associação 
significativa do SNP rs10757278 com a ocorrência da patologia (valor de p <0,05). Para 
os restantes 3 SNPs analisados não se encontrou uma associação significativa (quadro 
10).  
 
Quadro 10- Valores de significância obtidos através do teste exacto de Fisher 
SNP valor de p 
rs1048990 0,111 
rs10757274 0,204 
rs10757278 0,004 
rs2383206 0,475 
. 
 Dada a associação significativa para o SNP rs10757278 procedeu-se à análise 
das medidas de associação. Esta análise permitiu verificar que existe uma elevada 
diferença entre os genótipos do grupo patologia e o do grupo controlo neste 
polimorfismo (valor de p<0,05 para Phi, coeficiente de contingência e Cramer’s V), 
evidenciando uma possível associação deste SNP com a doença coronária. 
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V. Discussão  
 
 Tendo em conta o facto de que as doenças multifactoriais como as doenças 
cardiovasculares são intrinsecamente de difícil compreensão etiológica global, e ainda 
que sejam evidentes os avanços da medicina tanto no campo do diagnóstico como da 
terapêutica, estudos sobre a CAD e possíveis factores envolvidos tornam-se de grande 
utilidade no esclarecimento da patologia. 
 Este trabalho pretende constituir um estudo piloto sobre a possível associação 
entre diversos SNPs possivelmente envolvidos no processo aterogénico podendo ser as 
alterações genéticas deste teor um dos possíveis factores etiológicos envolvidos nesta 
patologia.  
 A análise de associação com as características semiológicas dos indivíduos 
revelou a existência de valores estatisticamente significativos entre hipertensão arterial e 
hipercolesterolémia com a ocorrência de CAD. Estes dados confirmam a importância 
dos factores de risco já associados à ocorrência desta patologia (Abdallah et al, 2006). 
Não foi possível, no entanto, confirmar esta associação com as restantes variáveis 
analisadas embora haja um predomínio de diabéticos no grupo patológico face ao grupo 
de controlo. Este aspecto está de acordo com resultados obtidos noutros estudos e de 
certo modo revela a acção trombogénica, inflamatória e de vasoconstrição que a 
hiperglicémia pode promover (Creager et al, 2003).  
 Determinou-se ainda que as idades e os índices de massa corporal nos dois 
grupos são semelhantes não havendo assim influência destes parâmetros nos resultados 
obtidos. É ainda de assinalar que em ambos os grupos se observa um excesso de peso, 
relativamente ao intervalo de normalidade, o que de certo modo se justifica devido à 
média de idades elevada em ambos os casos.  
 Todos os SNPs escolhidos, rs1048990, rs10757274, rs10757278, rs2383206 e 
rs2383207, foram reportados em estudos epidemiológicos de associação de grande 
escala, não existindo, contudo, uma unanimidade nos resultados obtidos em termos das 
associações de SNPs e a ocorrência de doenças cardiovasculares. No entanto, não existe 
qualquer estudo publicado relativo à população portuguesa para estes polimorfismos.  
 Não foi possível analisar a associação do SNP rs2383207 pois na população 
usada apenas se verificou a existência do genótipo GG, pelo que teve de ser excluído da 
análise por não haver ocorrência de outros genótipos.  
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As frequências dos alelos dos SNPs rs10757274, rs2383206 e rs1048990 na 
população de estudo estão em conformidade com o equilíbrio de Hardy-Weinberg. De 
uma forma geral, os SNPs apresentam diferenças nas frequências dos genótipos 
contudo, os resultados demonstram que essas diferenças não são estatisticamente 
significativas. No entanto, no SNP rs1048990 verificou-se que 76% dos indivíduos do 
grupo de patologia apresentam genótipo CC, enquanto no grupo controlo as 
distribuições dos genótipos existentes são semelhantes entre si. Em relação ao SNP 
rs10757274 verifica-se que no grupo de patologia existe uma percentagem inferior de 
36% do genótipo GA, em relação ao grupo controlo. Não foi possível identificar 
nenhuma associação significativa entre estes SNPs e a ocorrência de CAD (teste exacto 
de Fisher com p>0,05). Estes resultados não estão contudo, de acordo com os obtidos 
num estudo realizado recentemente (Shen et al, 2008) e poderão reflectir a pequena 
dimensão da amostra utilizada neste trabalho. Efectivamente, a pesquisa destas 
associações é de extrema relevância no âmbito das doenças cardiovasculares já que os 
SNPs estudados parecem estar envolvidos em processos intervenientes na aterogénese, 
nomeadamente o SNP rs1048990 envolvido no sistema ubiquitina proteossoma que 
intervém na inflamação, processo que é sabido estar presente desde a génese até à 
ruptura da placa de ateroma (Barbieri et al., 2008). 
 No que diz respeito ao SNP rs10757278 os resultados demonstraram que existe 
um desvio ao equilíbrio Hardy-Weinberg. A população analisada para este 
polimorfismo não se comporta como uma população em equilíbrio por defeito de 
heterozigóticos. É possível verificar que no grupo de patologia existe uma 
predominância do genótipo GG com 58% enquanto no grupo controlo este valor é de 
zero. Após a análise estatística recorrendo ao teste exacto de Fisher verifica-se que 
parece existir uma associação estatisticamente significativa com a patologia (p<0,05). 
Assim, a alteração de A/G é um polimorfismo simples aparentemente associado à 
ocorrência de doenças das artérias coronárias, parecendo ser o alelo G a variante 
associada com a patologia. Existem, no entanto, diversos factores que podem ter levado 
a que o défice de heterozigóticos se tenha manifestado nesta amostragem gerando, 
assim, um resultado falso positivo. Entre eles destacam-se os acasalamentos não ao 
acaso, selecção contra heterozigóticos, consanguinidade, alelos nulos e efeito de 
Wahlund .  
 É curioso de referir que também em estudos anteriores se verificou uma maior 
significância deste SNP comparativamente a outras variantes genéticas para o mesmo 
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tipo de patologias (Helgadottir et al., 2007). Contudo é importante em estudos futuros 
aumentar a amostragem e proceder a outros tratamentos estatísticos a fim de confirmar 
este resultado.  
 Dado o carácter multifactorial das doenças do foro aterogénico e, 
concomitantemente também, devido às inúmeras funções em que os genes abordados 
possam estar envolvidos, estes trabalhos terão de ter forçosamente uma análise 
multivariada em que se considere para além da variabilidade genética estudada os 
factores de risco tradicionalmente considerados (Shiffman et al., 2005). Neste estudo 
não foi possível obter essa comparação, igualmente devido, ao reduzido número dos 
indivíduos amostrados. No entanto, este trabalho abre pistas para a continuação de 
estudos prospectivos sobre esta temática. 
 Relativamente aos diversos constrangimentos envolvidos no decorrer do 
trabalho estes iniciaram-se logo com o processo de recolha das amostras. Com efeito, 
este processo de recolha foi precedido pela indispensável obtenção de autorizações que 
incluíram a do Presidente do Conselho de Administração do Centro Hospitalar Lisboa 
Norte e do Director de Serviço de Cardiologia do Hospital Pulido Valente com a 
posterior aprovação do projecto pela Comissão de Ética do mesmo hospital. Todo este 
processo prolongou-se burocraticamente por mais de um semestre o que condicionou à 
partida o número de amostras possíveis de recolher. 
 Para além das dificuldades referidas o processo e optimização laboratorial 
prolongou-se mais do que o esperado inicialmente. Muitos dos resultados obtidos não se 
encontravam em condições de serem interpretados. É pois, fundamental a procura e a 
optimização de metodologias que permitam a obtenção de sequências mais puras e 
resultados mais fidedignos. Constrangimentos a nível financeiro impediram que estes 
resultados fossem repetidos e portanto contabilizados para este estudo.  
  São numerosas as questões oriundas das investigações da ciência da vida, no 
que respeita à bioética. Os cientistas e moralistas, ou até mesmo a combinação de ambos 
na mesma pessoa, confrontam-se muitas vezes num sentimento generalizado da 
impossibilidade de, por si só, encontrarem uma via de solução satisfatória. A reflexão 
da Bioética incide predominantemente sobre questões humanas, na consideração do 
homem na unidade integral e concreta do seu ser singular e na perseverança da sua 
identidade universal e da humanidade. Neste sentido o conflito interior de ideias é uma 
constante, ficando frequentemente em nébula os conceitos de correcto e errado. 
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Os problemas éticos que o acelerado desenvolvimento científico-tecnológico das 
últimas décadas fez emergir nas sociedades contemporâneas são ainda muitas vezes 
uma limitação em muitas investigações. Este trabalho não foi excepção à acção das 
implicações éticas que os estudos das ciências da vida apresentam e na realidade, apesar 
de não poderem ser desconsideradas, foram também um marco importante na 
dificuldade de iniciar esta investigação. 
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VI. Considerações finais 
 
 Ao iniciar este trabalho pretendia-se recolher um elevado número de amostras a 
fim de se poder realizar um estudo caso/controlo de grande escala. No entanto, diversos 
problemas surgiram no desenvolvimento do trabalho que impediram a possibilidade de 
analisar um maior número de indivíduos. 
 Este trabalho surge assim, como um estudo piloto em que se verificou a 
existência de associação entre um dos SNPs analisados e a ocorrência de doença das 
artérias coronárias. No entanto, futuramente para além do aumento da amostragem e dos 
respectivos tratamentos estatísticos adequados não se pode descurar a importância da 
associação da variabilidade genética com os factores de risco já bem estabelecidos para 
este tipo de patologias, assim como uma boa caracterização clínica dos indivíduos 
amostrados. 
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Anexo 1 
Protocolo de Caracterização de Pacientes 
 
Género: F___ M ___ (assinalar com cruz a opção correcta) 
Idade: _______ 
É fumador? ________ Já fumou em alguma altura da sua vida? ________ Se sim, 
durante quantos anos fumou? ___________________ 
Se sim, há quanto tempo deixou de fumar?_____________________ 
Qual é o seu peso actual? _________   e a sua altura? ________  
Tem diabetes? _______________________ 
Há quanto tempo sabe que tem doença coronária?_________________ 
Já teve algum enfarte?_____________  
Se sim, há quanto tempo o teve? ___________________ 
Está a tomar ou tomou recentemente algum medicamento para o colesterol e/ou tensão 
arterial? ___________________________________________ 
Valores de tensão arterial _______________ 
Valores de colesterol total _______  HDL________ LDL _______ 
Triglicéridos _____________ 
 
Informação Adicional: 
Distrito de residência___________________________ 
Etnia________________________________________ 
 
 
 
 
III 
 
Anexo 2 
 
DECLARAÇÃO de CONSENTIMENTO 
 
Projecto 
Validação da associação entre SNPs e a doença das artérias coronárias 
  
 O objectivo deste estudo é verificar se existe uma relação entre 
indivíduos com doença coronária e determinadas alterações genéticas. Para 
fazer parte deste estudo os pacientes têm apenas de autorizar a análise de 
determinados valores bioquímicos assim como uma análise aos genes 
hipoteticamente implicados.  
 
DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO INFORMADO: 
Declaro que fui informado dos objectivos do projecto Validação da 
associação entre SNPs e a doença das artérias coronárias e concordo em 
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confidencialmente pela FCUL e apenas para os fins a que o estudo se 
propõe.   
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Anexo 3 
Caracterização de indivíduos do grupo de patologia 
Tabela 1 - Tabela de caracterização de indivíduos do grupo de patologia 
Amostra sexo idade peso altura BMI (kg/m2) diabetes hipertensão arterial colesterol alto 
1 M 61 74 1,62 28,20 sim sim sim 
4 M 66 70 1,68 24,80 sim sim sim 
7 F 62 59 1,50 26,22 não não sim 
8 M 59 83 1,68 29,41 sim sim sim 
9 M 64 67 1,78 21,15 sim sim sim 
10 M 49 54 1,76 17,43 não sim não 
11 M 54 90 1,76 29,05 não sim sim 
12 M 61 85 1,65 31,22 não não sim 
13 M 71 74 1,72 25,01 não sim sim 
14 M 64 64 1,60 25,00 não sim não 
15 M 56 66 1,53 28,19 sim sim sim 
16 M 70 70 1,61 27,01 não sim sim 
17 M 68 77 1,71 26,33 não sim sim 
18 F 63 63 1,48 28,76 não sim sim 
19 F 74 80 1,55 33,30 não sim não 
20 F 67 75 1,60 29,30 sim sim sim 
21 M 67 75 1,67 26,89 não sim sim 
22 M 59 77 1,66 27,94 não sim sim 
23 M 64 60 1,56 24,65 não sim sim 
24 F 68 53 1,45 25,21 sim sim sim 
25 F 69 69 1,60 26,95 não sim sim 
26 F 54 59 1,52 25,54 sim sim sim 
27 M 48 66 1,69 23,11 não não sim 
28 F 66 66 1,50 29,33 sim sim sim 
29 F 66 58 1,55 24,14 sim sim não 
31 M 56 98 1,65 36,00 não não sim 
34 F 74 74 1,55 30,80 sim sim sim 
35 M 69 94 1,61 36,26 sim sim sim 
36 F 66 95 1,57 38,54 não sim sim 
37 M 56 94 1,75 30,69 não sim sim 
38 M 50 74 1,67 26,53 não não sim 
39 M 60 88 1,74 29,07 sim sim sim 
40 M 64 110 1,70 38,06 sim sim sim 
41 F 63 73 1,55 30,39 não sim sim 
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Tabela 2 - Tabela de caracterização de indivíduos do grupo de patologia 
Nº amostra Historial familiar Fumador actual Ex-fumador Distrito de residência Etnia 
1 Não Não Não Odivelas Caucasiana 
4 Não Não Não Caldas da rainha Caucasiana 
7 Não Não Não Alfragide Caucasiana 
8 Não Não Sim Caldas da rainha Caucasiana 
9 Não Não Sim Caldas da rainha Caucasiana 
10 Pai 49 anos Não Sim Cascais Caucasiana 
11 Não Não Sim Lisboa Caucasiana 
12 Não Não Sim Portalegre Caucasiana 
13 Não Não Sim Carcavelos Caucasiana 
14 Não Sim   Odivelas Caucasiana 
15 Pai 50 anos Não Não Lisboa Caucasiana 
16 Não Não Sim Portalegre Caucasiana 
17 Não Não Sim Lisboa Caucasiana 
18 Não Não Não Caldas da rainha Caucasiana 
19 Não Não Não Caldas da rainha Caucasiana 
20 Não Não Não Odivelas Caucasiana 
21 Não Não Não Cascais Caucasiana 
22 Irmão 43 Não Sim Cascais Caucasiana 
23 Não Não Sim Lisboa Caucasiana 
24 Não Não Não Santarém Caucasiana 
25 Não Não Não Lisboa Caucasiana 
26 Pai idade n sabe Não Não Setúbal Caucasiana 
27 Irmão (55anos) Sim   Óbidos Caucasiana 
28 Pai morreu com problemas cardíacos Não Não Almeirim Caucasiana 
29 Não Não Não Cartaxo Caucasiana 
31 Não Não Sim Lisboa Caucasiana 
34 Não Não Não Cascais Caucasiana 
35 Não Não Sim Lisboa Caucasiana 
36 Não Não Não Sintra Caucasiana 
37 2 Irmãos (63 e 75 anos) Não Sim Lisboa Argelino 
38 Não Sim Sim Cartaxo Caucasiana 
39 Não Não Sim Abrantes Caucasiana 
40 Pai 69 anos Não Sim Lisboa Caucasiana 
41 Não Não Não Portalegre Caucasiana 
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Anexo 4 
Caracterização de indivíduos do grupo controlo 
Tabela 2 - Tabela de caracterização de indivíduos do grupo controlo 
Amostra sexo idade peso altura BMI (kg/m2) diabetes hipertensão arterial colesterol elevado 
3 f 71 72,00 1,68 25,51 não sim sim 
5 m 68 70,00 1,64 26,03 sim sim sim 
6 f 65 80,00 1,55 33,30 não sim não 
30 m 66 70,00 1,60 27,34 não não sim 
32 m 68 68,00 1,70 23,53 não não não 
33 m 48 99,00 1,87 28,31 não sim não 
5c m 61 73,00 1,60 28,52 não sim sim 
10c m 60 75,00 1,65 27,55 não não sim 
13c f 49 100,00 1,72 33,80 sim não não 
15c m 45 50,00 1,50 22,22 não não sim 
41c f 53 95,00 1,65 34,89 não não não 
45c m 42 71,00 1,65 26,08 não não sim 
47c f 43 83,00 1,76 26,79 não não não 
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Anexo 5 
 
Tabelas de continência para as frequências observadas em cada SNP 
 
Tabela 1 – Frequências absolutas dos genótipos nos indivíduos analisados para o SNP1048990 
1048990 Caso Controlo 
 Genótipo 1 0 
 GG 0 0 0 
GC 6 5 11 
CC 19 4 23 
 
25 9 34 
 
Tabela 2 - Frequências absolutas dos genótipos nos indivíduos analisados para o SNP10757278 
10757278 Caso Controlo 
 Genótipo 1 0 
 GG 11 0 11 
GA 1 3 4 
AA 7 6 13 
 
19 9 28 
 
 
Tabela 3 - Frequências absolutas dos genótipos nos indivíduos analisados para o SNP10757274 
10757274 Caso Controlo 
 Genótipo 1 0 
 GG 6 0 6 
GA 9 6 15 
AA 3 1 4 
 
18 7 25 
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Tabela 4 - Frequências absolutas dos genótipos nos indivíduos analisados para o 2383206 
 
2383206 Caso Controlo 
 Genótipo 1 0 
 GG 9 2 11 
GA 13 7 20 
AA 1 1 2 
 
23 10 33 
 
Tabela 5 - Frequências absolutas dos genótipos nos indivíduos analisados para o 2383207 
 
2383207 Caso Controlo 
 Genótipo 1 0 
 GG 23 10 33 
GA 0 0 0 
AA 0 0 0 
 
23 10 33 
 
